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Abstract (Basic): DE 3538310 A 

The use of di- and/or tripeptides of glutamine in cell culture 
media contg. amino acids, glucose and mineral salts for the cultivation 
of isolated tissue cells is new. Pref . peptides are the dipeptides 
glycyl-glutamine and alanyl -glutamine . 

USE/ ADVANTAGE - Culture media for animal and plant cells, partic. 
cell culture media for extracorporeal insemination and cell culture 
media for the prodn. of monoclonal antibodies. Glutamine di- and 
tripeptides are stable to heat-sterilisation (glutamine is not), but 
can be utilised by cells (esp . mammalian cells) on a glutamine source 
(unlike masked glutamine deriv. such as acetylglutamine) . 
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© Verwendung von Glutamin in Form seiner Dl- und Trlpeptlde Im Nahrmedlum fUr Zellkulturen. 

© Die in wafiriger losung hitzestabilen Di-und/oder Tripeptide des Glutamins eignen sich. im Gegensatz zu 
dem Acetylglutamin, dazu, in den Kulturmedien zur Ziichtung isolierter Gewebszellen das Glutamin zu ersetzen. 
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veneendun, eon Glu*.* In Forn, seme, Di-ued Td-pepdde ,m MhnMOkn fb Zrtfeftn. 

AueP let es mogfch gewofden. be» Steffe, Z.B. ™"*J** Mt» M de, Turned.,- 
MuOfelkn MaM* MauMta. Feme, «e,den euch Ze ^(Windung de, MB 

Seiten 2669 bis 2676, 1979. : ert , ;<sr+on 7 fl Hen warden bereits industriell hergestellt 

M^nttTlrf de, tton*chee s„*tong de, gta»minh« 3 en uosuegen. Oeee qrctoch. Produkt 

£S konl. Daher entha.ten die Nahr.osungen fur Zellkuituren anders -^S^^ 
von Mikroorganismen nur freie Aminosauren. also kerne OI.gopept.de Oder d.ese enthaltenden Aooaup 

««J5SSSE^^li in Form der bestimmten Di-und/oder Tripeptide. wie sie im Patentanspmch 
Snt sind ve^vendet. wodurch nunmehr die waBrigen Kuiturmedien hinsichtlich der Ammosauren-und 
?eSd^neTn ohne Schwierigkeiten hitzesterilisierbar sind. Diese neuen Kulturmed,en s,nd dann auch 

S ° " TZ^nTTltn niederen Peptide des Glutamins zeigen -wie aus beigefUgten 
Rgurcn mU den CHagrarnmen der Ergebnisse von Wachstumstests isolierter Sauretjerzellen n«U.« 
Sr guto ,£mS. der Zeilen. wahrend mit dem glutaminfreuen Medium oder be. ^J*"*^ 
de aSrup^acetylierten Giutamins nur ein langsammes bzw. ein verspatet einsetzendes Wachstum 



der Zeilen festzustellen ist. 
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Auch als Kuiturmedien fiir die Entwicklung der Eizelle zum mehrzelle.gen Embryo be. der ^orp°ra- 
len Befruchtung eignen sich die unter Verwendung der Glutaminpept.de hergestellten Nahrlosungen 
besondergU Die Zellentwicklung und -teilung setzt bereits kurz nach der kunstHchen Befruchtung de r 
Bzen e n so dafl dann der entstandene Zellhaufen schon bald in den Uterus ,mplant,ert werden kann. 

Tbe auch zur Entwicklung pflanzlicher ZeHen bei der Kultur von pflanzlichen Protoplasten Oder 
pflanTcher Qewebe und spJelfer Organe sowie bei Meristemkulturen fur die vegetative Vermehrung 
konnen diese Kuiturmedien vorteilhaft verwendet werden. t>aHnnn . 

Nachfolgend wird eine fur die Kulturen verschiedener Zellen gee.gnete Zusammensetzung ernes 
erfindungsgemaflen Kulturmediums angegeben. 



Beispiel 



75 Bestandteil 



mg/Liter Bestandteil 



mg/Liter 



30 



L-Arginin 200,00 

20 L-Asparagin H 2 0 56,82 

L-Asparaginsaure 20 , 00 

L-Cystin Na 2 59,15 

« L-Glutaminsaure 20,00 

25 

L-Alanyl-glutamin 500,0 

Glutathion 1 # 00 

Glycin 10,00 

L-Histidin 15,00 

L-hydroxyprolin 20,00 

L-Isoleucin 50,00 

35 L-Leucin 50,00 

L-Lysin HCl 40,00 

L-Methionin 15,00 

40 L-Phenylalanin 15,00 

L-Prolin 20,00 

L-Serin 30,00 

L-Threonin 20,00 

L-Tryptophan 5,00 

L-Tyrosin 20,00 

L-Valin 20,00 



Biotin 

D-Calciumpantothenat 

Cholinchlorid 

Fol saure 

i-Inosit 

Nicotinamid 

p-Aminobenzoesaure 

Pyridoxin HCl 

Riboflavin 

Thiamin HCl 

Vitamin Bl 2 

Ca(N0 3 ) 2 

KC1 

MgS0 4 7H 2 0 

NaCl 

NaHC0 3 

Na 2 HP0 4 

Glucose 

Phenolrot 

Aqua dest. 



0,20 
0,25 
3,00 
1 ,00 
35,00 
1 ,00 
1 ,00 
1 , 00 
0,20 
1 ,00 
0,005 
69,49 
400,0 
1 00,0 
6000 
2000 

800,7 
2000 

5,00 
ad 1 Liter 
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Bei den nachfolgend beschriebenen Tests mit Zellkulturen von drei verschiedenen Zell.n.en (K-562; 
Rbroblasten: Row 4000: HELA 1L Passage) wurde untersucht. inwieweit die Dipeptide Alanyl-Glutam.n Oder 
Glycyl-Alanin das Glutamin als Wachstumsfaktor ersetzen konnen. Die Zellen wurden in glutam.nfre.em 
RPMI 1640 (5% COHnkubator) gezuchtet. Ein Liter Medium enthielt 900 ml RPMI-1640. 100 ml fotales 
Kalberserum (Uber Nacht gegen PBS dialysiert) und 2 ml Gentamycinlosung. Dem Medium wurden 10 ml 
einer Losung die 200 mmo. an Glutamin Oder an ALA-GLN. GLY-GLN Oder Acety.g.utam.n enth.e. 
zugesetzt (Sterilfiltration mit Aero Disc 200 urn Rlter). Die K-562 Zellen wurden dre.mal in der Woche auf 
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20 



25 



Hi« HELA-Zellen dreimal auf 1/5 and die Fibroblasten zweimal auf 1/3 gespalten. Die Spaltung der 
Sl35^S^^SSn erfoigte mittels Trypsin nach einmaliger Waschung mi, : PBS. J* jZ MUM 
HELAZeien una n . Counter cc . 10 ermittelt und nach jeder Spaltung hochgerechnet D.e 

SS^TfST: 552 T Ze.ientwic.ung mit und ohne Zugabe von G.utamin (GLN, und der 

(F Tntrucht wurde auch die Dipeptidhydroiyse im zel.freien. sterHfiUrierten 
~KVu^ 

Fig * und zlTnmehmen. die den Konzentrationsverlauf von ^l^^Z^^ 
rLLn wahrend des Wachstums der zwei verschiedenen Zellinien zeigen. H.eraus .st ers.chtl.ch dafl das 
SwStewSrns kontinuier.ich gespaiten wird, wobei die Konzentrationen von A arm und 
G« zunehmen oer geringere Konzentrationsanstieg von Glutamin im Verhaltn.s zu Alan.n ,st dadurch 
S wShrend des Wachstums der Zel.en starker verstoffwechselt w,rd als das Alan n 

erk, D e :e?rgebn!sTe zeigen. dafi Dipepflde von Ze.lku.turen ^^trTl7Z' 
die Glutaminpeptide gut metabolisieren und zu einem signifikant besseren Zellwachstum fuhren. 

Anspruche 

1 Verwendung von Di-und/oder Tripeptiden des Glutamins in Aminosauren. Glucose und Mineralsalze 
a n+haitonHpn 7ftllkulturmedien zur Zuchtung isolierter Gewebszellen. 

"TvSrie Glycyl-Glutamin und A.anyl-G.utamin in Ze.lkulturmedien nach Anspruch 



35 



3 Ver*end,»v, ddr Di-und/oda, Tnpdptide d.s Glutamins nadn Anspntch 1 Oder 2 to ZeMturnwSen 

"* ? rSglr — T„P»»da d.s Glutamins nach Ansp™* t -3 in Ze—dien ID, di. 
Herstellung monoklonaler Antikorper 
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FIG. 1 
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FIG. 2 
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KONZENTRATION IM KULTURUBERSTAND VON K 562 
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